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Abstract of DE1 0031 744 

The invention relates to covalently cross-linked mammalian haemoglobin which is covalently bonded to 
polyalkylene oxides. Said haemoglobin is, surprisingly, compatible with human or animal plasma proteins. 
The invention further relates to the production of said haemoglobin which is cross-linked and bonded to 
polyalkylene oxides, in addition to the use thereof as an artificial intra-vascular oxygen carrier in human 
and animal organisms or in individual organs. 
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© Mit Blutplasma vertragliche, vernetzte und mit Polyalkylenoxiden konjugierte Saugetierhamoglobine als 
kunstliche medizinische Sauerstofftrager, ihre Herstellung und ihre Verwendung 

® Die Erfindung betrifft kovalent vernetzte Saugetier-Ha- 
moglobine, an die Polyalkylenoxide kovalent angeknupft 
sind. Solche Hamoglobine sind uberraschenderwelse mit 
Proteinen mensch lichen oder tierischen Plasmas vertrag- 
lich. Die Erfindung betrifft weiterhin die Herstellung die- 
ser vernetzten und mit Polyalkylenoxiden verkniipften 
Hamoglobine, sowie ihre Verwendung als kunstliche in- 
travasale Sauerstofftrager im menschlichen oder tieri- 
schen Organismus oder in einzelnen Organen. 
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Beschreibung 

[0001] Die Erfindung betrifft kovalent vemetzte Sauge- 
tier-Hamoglobine, an die Polyalkylenoxide kovalent ange- 
knupft sind. Solche Hamoglobine sind uberraschenderweise 5 
mit Proteinen menschlichen und tierischen Plasmas bei 
samtlichen im GefaBsystem des Korpers moglichen Bedin- 
gungen vertraglich. Die Erfindung betrifft femer die Her- 
stellung dieser vemetzten und mit Polyalkyienoxiden ver- 
kniipften Hamoglobine, sowie ihre Verwendung als kiinstli- 10 
che intravasale SauerstofFtrager im menschlichen oder tieri- 
schen Organismus, in einzelnen Organen, oder fur biomedi- 
zinische Zwecke. 

[0002] Kiinstliche Sauerstofftrager sind Stoffe, die Sauer- 
stoff in fur einen Organismus geeigneter Weise reversibel 15 
binden und freisetzen, sowie die Sauerstorrtransportfunk- 
tion des Blutes ersetzen oder unterstutzen konnen. Pharma- 
zeutische Zubereitungen von Losungen oder Suspensionen 
kiinstlicher Sauerstofftrager werden entwickelt, um zur Be- 
handlung akuter und chronischer Saueretoffmangelzustande 20 
sowie akuter Blutverluste Menschen oder Tieren parenteral 
ins GefaBsystem, insbesondere intravenos, verabreicht zu 
werden. Daruber hinaus konnen sie auch zur Perfusion von 
Organtransplantaten oder als Zusatz von Zellkulturen einge- 
setzt werden, um hier die Sauerstoffversorgung zu verbes- 25 
sern. 

[0003] Kunstliche Sauerstofftrager aus Hamoglobinen 
werden weltweit auf der Grundlage unterschiedlicher Kon- 
zepte entwickelt (Stand der Technik: Rudolph A. S. et aL 
(Hrsg.): Red Blood Cell Substitutes: Basic Principles and 30 
Clinical Applications, Marcel Dekker, New York u. a. 1998; 
Tsuchida R (Hrsg.): Blood Substitutes: Present and Future 
Perspectives, Elsevier Science, Amsterdam 1998; Chang T. 
M. S. (Autor bzw. Hrsg.): Blood Substitutes: Principles, Me- 
thods, Products and Clinical Trials, Volume 1 und ~ Volume 35 
2, Karger Landes, Basel u. a. 1997 und 1998). Allen Kon- 
zepten gemeinsam ist die Herstellung kiinstlicher Trager mit 
geeigneten Sauerstoffbindungseigenschaften, die den Sauer- 
stofftransport in vivo gewahrleisten konnen. Diese Eigen- 
schaften richten sich nach dem gewunschten Anwendungs- 40 
gebiet des Tragers und orientieren sich zumeist an denen des 
menschlichen Blutes. Natives, extrazellular gelostes Hamo- 
globin ist als SauerstofFtrager nicht geeignet, da es intrava- 
sal in seine Untereinheiten zerfallt und diese auf Grund ihres 
niedrigen Molekulargewichtes schnell iiber die Niere ausge- 45 
schieden werden. Deshalb versucht man, die intravasale 
Verweildauer natiirlicher oder gentechnologisch hergestell- 
ter Hamoglobine im Organismus zu verlangern. Verlange- 
rungen der intravasalen Verweildauer ergeben sich durch 

50 

- Mikroverkapselung von Hamoglobinlosungen in Li- 
posomen, sogenannte Hamosomen (Ogata Y. (1994): 
"Characteristics of Neo Red Cells, Their Function and 
Safety: In Vivo Studies", Artificial Cells, Blood Substi- 
tutes, and Immobilization Biotechnologies 22: 55 
875-881); 

- kovalente intramolekulare Verknupfungen, d. h. eine 
Stabilisierung der Quartarstruktur der Hamoglobine, 
durch bifunktionelle Vemetzer (Farmer M. C, et al. 
(1995): "Preclinical Data and Clinical Trials with Dia- 60 
spirin Cross-linked Hemoglobin", - Tsuchida E. (Ed.): 
Artificial Red Cells, John Wiley 1995: 177-185; Bak- 
ker J. C, et al. (1988): "Properties of Hemoglobin In- 
terdimerically Cross-linked with NFPLP", Biomateri- 
als, Artificial Cells, and Immobilization Biotechnolo- 65 
gies 16: 635-636) oder durch gentechnische Gewin- 
nung (Looker D. et al. (1992): "A Human Recombinant 
Haemoglobin Designed for Use as a Blood Substitute", 
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Nature 356: 258-260); 

- kovalentes Anknupfen von Makromolekulen an das 
Hamoglobin, beispielsweise Polysaccharide, Dextrane, 
Hydroxyethylstarke, Inulin oder kunstliche wasserlos- 
liche Makromolekule wie Polyethylenglykole (Xue H., 
Wong J. T.-F. (1994): "Preparation of Conjugated He- 
moglobins", - Abelson J. N., Simon M L (Ed.): Me- 
thods of Enzymology, Volume 23 IB, Academic Press 
1994: 308-322; Tarn S. C, et aL (1978): "Blood Repla- 
cement in Dogs by Dextran-Hemoglobin", Canadian 
Journal of Biochemistry 56: 981-984; Patentschriften 
DE-A30 26 398 (1981): "Modifiziertes Hamoglobin 
enthaltender Blutersatz"; EP-A 0069 026 (1982): 
"Oxygen Carrier"; EP-A 0 206 448 (1986): "Hemoglo- 
bin Combined with a Poly (Alkylene Oxide)"; 
US 5,234,903 (1993): "Chemically Modified Hemo- 
globin as an Effective, Stable, Non-immunogenic Red 
Blood Cell Substitute" und US 5,312,808 (1994): 
"Fractionation of Polyalkylene Oxide-Conjugated He- 
moglobin Solutions"); 

- intermolekulares Vemetzen (Polymerisieren) der 
Hamoglobine mit bifunktionellen Vernetzem, (Gould 
S. A., et al. (1998): "The Clinical Development of Hu- 
man Polymerized Hemoglobin "; - Chang T. M. S. 
(Ed.): Blood Substitutes: Principles, Methods, Products 
and Clinical Trials, Volume 2, Karger Landes Systems 
1998: 12-28; Pearce L. B., Gawryl M. S. (1998): 
"Overview of Preclinical and Clinical Efficacy of Bio- 
pure's HBOCs", - Chang T. M.S. (Ed.): Bio od Substi- 
tutes: Principles, Methods, Products and Clinical Tri- 
als, Volume 2, Karger Landes Systems 1998: 82-98; 
Bakker J. C, et al. (1992): "Preparation and Characte- 
rization of Crosslinked and Polymerized Hemoglobin 
Solutions", Biomaterials, Artificial Cells, and Immobi- 
lization Biotechnologies 20: 233-241). Die letztge- 
nannten kunstlicben Sauerstofiftrager auf der Basis ver- 
netzter Hamoglobine besitzen gegenuber den anderen 
eine Reihe von Vorteilen: Ausreichend groBe vemetzte 
Hamoglobine (Hamoglobin-Polymere) verfugen iiber 
einen so geringen kolloid-osmotischen Druck, daB sie 
nicht nur - wegen ihres so geringen eigenen kolloid-os- 
motischen Druckes dann kombiniert mit einem Plas- 
maexpander - als SauerstofT transportierendes Blutvo- 
lumensubstitut zum Ersatz fehlenden Blutes eingesetzt 
werden konnen, sondern insbesondere konnen sie auch 

- als Sauerstoff transportierendes Blutadditiv - in Blut 
addiert werden (Bamikol W. K. R., et al. (1996): "Hy- 
perpolymere Hamoglobine als kunstliche Sauerstoff- 
trager. Ein innovativer Ansatz der medizinischen Ent- 
wicklung", Therapiewoche 46: 811-815). Indikations- 
gebiete fur solche Sauerstofftransport-Additive sind 
die Behandlung vieler chronischer Sauerstoffmangel- 
zustande, wie beispielsweise Anamien, Schlaganfalle 
oder Herzinfarkte. Die Behandlung mit einem solchen 
Additiv ist immer auch ohne einen Blutverlust mog- 
hch, dagegen sind samtliche genannten anderen Sauer- 
stofT transportierenden Volumensubstitute ausschlieB- 
lich zur Behandlung akuter Sauerstoffmangelzustande 
nach Blutverlusten geeignet. Vemetzte Hamoglobine 
mit hohem Vernetzungsgrad besitzen daruber hinaus 
den Vorleil besonders langer inu^vasaler Verweildauer. 
Weiters muB nach ihrer Gabe nicht mit Blutdruckerho- 
hungen gerechnet werden, da sie auf Grund ihrer GroBe 
die BlutgefaBe nicht verlassen und somit nicht als Kon- 
striktoren der GefaBmuskulatur wirken konnen 
(s. w. u.). 

[0004] Im Zentrum aller Entwicklungen stent, gleichwer- 
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tig neben der Wirksamkeit, immer auch die Evaluation und tentschrift US 4,179,337: "Non-immunogenic Polypepti- 

gegebenenfalls Verbesserung der Unbedenklichkeit der des"). 

kunstlichen Sauerstofftrager (Fratantoni J. C. (1991): [0006] Im Rahmen der Untersuchung der Unbedenkbch- 
"Points to Consider in the Safety Evaluation of Hemoglo- keit kiinstlicher Sauerstofftrager wurde direkten Wechsel- 
bin-based Oxygen Carriers", Transfusion 31: 369-371). 5 wirkungen dieser mit Plasmaproteinen, mit denen sie bei in- 
Beispielsweise wird in narkotisierten Ratten nach intravasa- travasaler Anwendung in Kontakt kommen, bisher keine 
ler Applikation intramolekular vernetzter Hamoglobine eine Beachtung geschenkt In eigenen Untersuchungen konnte 
Blutdruckzunahrne und ein Anstieg des Tbtalen Peripheren mit Hilfe eines neuen in vitro-Biokompatibilitatstests nach- 
GefaBwiderstandes beobachtet (Sharma A. C, et al (1993): gewiesen werden, daB vernetzte Hamoglobine und Plasma- 
"Role of NO Mechanism in Cardiovascular Effects of Dia- 10 proteine in Abhangigkeit vom pH-Wert unterschiedlich ver- 
spirin Cross-linked Hemoglobin in Anesthetized Rats", traglich sind. Es kommt zu Fallungen meist roter oder rot- 
American Journal of Physiology 269: H1379-H1388). lich tingierter heller Prazipitate oder Niederschlage, die zu- 
Diese vasokonstriktorische Wirkung molekular disperser meist visuell erkenntlich sind - weniger offensichtliche Fal- 
kiinstlicher Sauerstofftrager kann sowohl auf einer Hyper- iungen konnen durch empfindliche Trubungsmessungen er- 
oxygenierung des Gewebes durch die sehr effektiven Trager 15 faBt werden. Diese Fallungen betreffen entweder uberwie- 
beruhen (Rohifs R. J„ et al. (1998): "Arterial Blood Pressure gend die vernetzten Hamoglobine oder die Piasmaproteine, 
Responses to Cell-free Hemoglobin Solutions and the Reac- oder gleichermaBen beide. Der ailfallige Nachweis der Be- 
tion with Nitric Oxide", Journal of Biological Chemistry teiligung der Piasmaproteine, also das Vorliegen von Wech- 
273: 12128-12134), oder auch auf die Inhibierung der loka- selwirkungen zwischen vernetzten Hamoglobinen undPlas- 
len Wirkung des Stickstoffmonoxids (NO) durch Hamoglo- 20 maproteinen, ist gegeben, weil im Plasmauberstand, z. B. 
bine zuruckgefuhrt werden (Sharma A. C„ et al. (1993) - elektrophoretisch, auch eine Abnahme des Gehaltes plasma- 
siehe oben), denn Stickstoffmonoxid wirkt auf die glatte tischer Proteine, insbesondere der y-Globuline, gemessen 
Muskulatur der GefaBwande dilatierend (Rodeberg D. A., et werden kann. Das AusmaB der Hamoglobinfallungen ist da- 
al. (1995): "Nitric Oxide: An Overview", American Journal bei u. a. abhangig vom Molekulargewicht der vernetzten 
of Surgery 170: 292-303). Hamoglobin verlaBt auf Grund 25 Hamoglobine, vom verwendeten Hamoglobin und bifunk- 
seines niedrigen Molekulargewichtes das GefaBsystem, bin- tionellen Vernetzer, sowie dem Vorhandensein kovalent ge- 
det subendothelial abgegebenes Stickstoffmonoxid und ver- bundener Effektoren der Sauerstoff-Bindungseigenschaften 
schiebt damit das an der GefaBmuskulatur herrschende der Hamgolobine (DomackU. (1997): "Entwicklung und in 
Gleichgewicht zwischen Vasodilatation und Vasokonstrik- vivo-E valuation eines kunstlichen Sauerstofftragers auf Ba- 
tion zu letzterer. Vernetzen von Hamoglobinmolekulen (zu 30 sis von Rinderhamoglobin." Dissertation, Fachbereich Che- 
Multimeren: Oligomere und Polymere) verhindert die Dif- mie, Johannes Gufenberg-Universitat, Mainz 1997). Bei- 
fusion aus den GefaBen und damit die Blutdruckerhohung spielsweise fallen von einem mit dem bifunktionellen Ver- 
durch die kunstlichen Trager (Vogel W. M, Valeri C. R. netzer Glutardialdehyd hergestellten, vernetzten Rinderha- 
(1986): "Coronary Constrictor Effect of Stroma-free Hemo- moglobin mit einem mittleren Vemetzungsgrad urn etwa 10 
globin Solutions", American Journal of Physiology 251: 35 in Humanplasma bei pH-Werten kleiner als 7,5 groBere An- 
H413-H420). Weiters ist der Einfluss der kunstlichen Trager teile aus. Die Modifikation der Sauerstoffbindungseigen- 
auf das Gerinnungssystem, das Abwehrsystem, insbeson- schaften vernetzten Rinderhamoglobins durch kovalentes 
dere die Komplementaktivierung, die Aktivierung des Reti- Anknupfen von Pyridoxal-5'-Phosphat bewirkt eine weitere 
kuloendothelialen Systems und die spezifische Immunant- Herabsetzung der Plasmavertraglichkeit In diesem Falle 
wort von groBem Interesse. Es konnte gezeigt werden (Ning 40 werden schon bei pH-Werten unter 8,0 Fallungen des Ha- 
J„ Chang T. M. S. (1990): "Effects of Homologous and He- moglobins beobachtet. Mit Glutardialdehyd als Vernetzer 
terologous Stroma-free Hemoglobin and Polyhemoglobin hergestellt sind mit Pyridoxal-5-Phosphat modifizierte, ver- 
on Complement Activation, Leukocytes and Platelets", Bio- netzte Rinderhamoglobine nur bis zu einem Polymerisati- 
materials, Artificial Cells, and Artificial Organs 18: onsgrad von etwa funf (Hamoglobin-Oligomere) im physio- 
219-233; Feola M., Simoni J. (1991): "Biocompatibility of 45 logisch relevanten pH-Bereich mit Humanplasma vertrag- 
Hemoglobin Solutions: The Effects of Contaminants, He- lich. 

moglobin and Hemoglobin Derivates", Biomaterials, Artifi- [0007] Ein positiver EinfluB auf die Biovertraglichkeit 

cial Cells, and Artificial Organs 19: 382), dass eine Komple- zwischen vernetztem Rinderhamoglobin und Humanplasma 

mentaktivierung nicht durch natives oder verknupftes Ha- kann dagegen durch die Verwendung bifunktioneller Vemet- 

moglobin selbst, sondem im wesentlichen durch Verunreini- 50 zer erreicht werden, die bei der Polymerisation zusatzliche 

gungen, beispielsweise Endotoxine oder stromale Bestand- solvatisierende Gruppen einbringen. Beispielsweise sind 

teile der das native Hamoglobin zunachst enthaltenden Ery- mit dem Vernetzer 2,5-Diisothiocyanatobenzolsulfonsaure 

throzyten, ausgelost wird. Somit kann der Einsatz hochrei- Rinderhamoglobin-Polymere herstellbar, die auch bei einem 

ner Ausgangslosungen zur Herstellung kunstiicher Sauer- mittleren Polymerisationsgrad von 24 im Plasma ohnejegli- 

stofftrager eine spatere Komplementaktivierung vermeiden. 55 che Fallungen loslich sind. Diese Polymere sind aber fur 

[0005] Homologe Hamoglobine (Hamoglobine von den eine Anwendung als kunstliche Sauerstofftrager auf Grund 

selben Tierspezies, denen es verabreicht wird), obnativ oder ihrer Sauerstoff-Bindungseigenschaften vollig ungeeignet 

vernetzt, wirken im Hermodell auch nach wiederholter (DomackU. (1997), siehe oben). 

Gabe nicht immunogen, heterologe Hamoglobine (Hamo- [0008] Nach dem jetzigen Stand der Technik konnen mit 

globine von anderen als den Empfanger-Spezies) oder deren 60 vielen bifunktionellen Vernetzern keine vernetzten Hamo- 

Vernetzungsprodukte konnen dagegen nach wiederholter globin insbesondere hoherer Vernctzungsgrade hergestellt 

Gabe eine Antikorperproduktion und anaphylaktische Reak- werden, ohne dass nach Mischen mit Plasma unter gewissen 

tionen hervorrufen (Chang T. M. S. (1997): "How Safe are Bedingungen mit Unvertraglichkeiten in Form von Ausfal- 

Modified Hemoglobins?", Blood Substitutes: Principles, lungen gerechnet werden muss. Bei physiologischen und 

Methods, Products and Clinical Trials, Volume 1, Karger 65 pathopysiologischen pH-Werten werden in vitro Unvertrag- 

Landes Systems 1997: 49-72). Verfahren zur Maskierung lichkeiten zwischen vernetzten Hamoglobinen und Plasma- 

der Antigenitat von Hamoglobinen sind die Mikroverkapse- proteinen beobachtet: Sowohl Piasmaproteine als auch ver- 

lung oder die Konjugation mit Polyethylenglykol (z. B. Pa- netzte Hamoglobine fallen aus, in bestimmten Fallen kann 
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die Fallung des einen oder des anderen uberwiegen. Dies 
gilt insbesondere fur stark vemetzte Hamoglobine (Hamo- 
globin-Polymere), weniger fiir geringer vemetzte Hamoglo- 
bine-Oligomere. Es ist zu erwarten, daB solche Hamogio- 
bin-Plasmaprotein-Uavertraglicbkeiten bei Anwendungen 
in vivo auch im GefaBsystem auftreten und in extremen Fal- 
len zu multiplen Verscblussen kleiner GefaBe fuhren. Um 
die Funktionstuchugkeit der Trager zu gewahrleisten und 
schwerwiegende Nebenwirkungen bei der Anwendung im 
menschlichen oder tierischen Organismus, beispielsweise 
einen Schock durch kapillare Stase, zu vermeiden, miissen 
die vernetzten Hamoglobine mit dem Blut, insbesondere mit 
den im Plasma enthaltenen Proteinen, vertraglich sein, und 
zwar sowohl unter physiologischen, als auch unter alien 
moglichen pathophysiologischen Bedingungen: Dies gilt 
speziell auch fur eine Azidose, wie sie lokal in mit Sauer- 
stoff minder versorgtem Gewebe entsteht. Es miissen solche 
Wechselwirkungen vernetzter Hamoglobine mit Plasmabe- 
standtcilen unter alien im Organismus moglichen Bedingun- 
gen sicher verhindert werden, die zu einer Ausfallung einer 
Komponente fiihren. 

[0009] Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, 
vemetzte Hamoglobine zu erzeugen, fiir die gewahrleistet 
ist, dass sie nach einer intravasalen Applikation im Organis- 
mus mit den Plasmaproteinen - auch unter extremen patho- 
physiologischen pH-Werten - vertraglich sind. 
[0010] Die Aufgabe wird erfindungsgemass gelost, indem 
an die mit einem Vemetzer vernetzten Hamoglobinmolektile 
Polyalkylenoxide maBig hohen Molekulargewichtes kova- 
lent gebunden werden. In einem geniigenden AusmaB kova- 
lent an die vernetzten Hamoglobine gekniipfte Polyalkylen- 
oxide alleine bewirken, dass selbst unter extremen patho- 
physiologischen pH-Wert-Bedingungen (pH-Werte zwi- 
schen 6,8 und 7,4) in vitro keine Unvertraglichkeiten von 
vernetzten Hamoglobinen und Plasmaproteinen in Form von 
Ausfallen der einen und/oder anderen Komponente feststell- 
bar sind. Dies konnte nicht erwartet werden, da das Problem 
vollig neu ist und Losungen ahnlicher oder auch nur analo- 
ger Probleme nicht verfugbar sind. Die bekannten Wirkun- 
gen einer Ankniipfung von Polyalkylenoxiden an Proteine 
sind, wie bereits erwahnt, ganzlich andere, als die hier be- 
schriebenen, Dariiber hinaus erscheint einerseits eine Kom- 
bination sowohl der Vemetzung des Hamoglobins als auch 
der kovalenten Ankniipfung von Polyalkylenoxid vorder- 
griindig als uberflussig: Beide Verfahren bewirken gemaB 
dem Stand der Technik das selbe, namlich eine gewisse Ver- 
langerung der intravasalen Verweildauer kiinstlicher Sauer- 
stofftrager aus modiftziertem Hamoglobin, aber das notwen- 
dige AusmaB wird bereits durch die Durchfuhrung eines der 
Verfahren erreicht. Andererseits ist bekannt, dass Polyalky- 
lene durch Losungsmittelexklusion effektive Failungsmittel 
fur Proteine sind. Darauf beruhen technische Verfahren zur 
praparativen Trennung von Proteinen durch fraktionierte 
Fallung wahrend konsekutiver Erhohung der Konzentratio- 
nen der Polyalkylenoxide. Umso uberraschender war es, 
dass bei der erfindungsgemaBen Vorgehensweise das der 
Anmeldung zugmnde liegende Problem gelost werden 
konnte. 

[0011] Als Hamoglobin-Ausgangsmaterial fiir die erfin- 
dungsgemSBe Lehre eignet sich monomeres, natives oder 
mit gewissen Effektoren, z. B. der Sauerstoffaffinitat des 
Hamoglobins wie beispielsweise Pyridoxal-5'-Phosphat 
oder 2-Nor-2-Formyl-Pyridoxal-5'-Phosphat, (wie in Kothe 
et al. (1985), Surgery, Gynecology & Obstetrics 161: 
563-569 oder Van Der Has et a(. (1987), Transfusion 27: 
425-430 und (1988), Transfusion 28: 525-530, beschrieben, 
weitere State in: Rudolph A. S. et al. (Hrsg.): Red Blood 
Cell Substitutes: Basic Principles and Clinical Applications, 



Marcel Dekker, New York u. a. 1998; Tsuchida E. (Hrsg.): 
Blood Substitutes: Present and Future Perspectives, Elsevier 
Science, Amsterdam 1998, Volume 1 und Volume 2, Karger 
Landes, Basel u. a. 1997 und 1998, vgl. auch EP 0 528 841, 

5 dort wird die Pyridoxylierung von Hamoglobin beschrie- 
ben), chemisch umgesetztes und modifiziertes Hamoglobin 
vom Menschen, vom Schwein, oder vom Rind. Bevorzugt 
ist humanes und insbesondere Schweine-Hamoglobin. Das 
Hamoglobin kann gegebenenfalls auf bekannte Weise des- 

to oxygeniert (gegebenenfalls auch karbonyliert) werden. 
[0012] Vemetzungen monomeren, nativen oder mit Effek- 
toren verkniipften Hamoglobins mit etlichen Vemetzem 
sind bekannt und in der Literatur vielfach beschrieben, bei- 
spielhaft seien angefuhrt 

15 [0013] Die Patentschriften US 4,001,200 und 
US 4,001,401 betreffen vemetzte Hamoglobine sowie ihren 
Einsatz als Blutersatz und Plasmaexpander. Die Molekular- 
gewichte (Molaren Massen) dieser vernetzten Hamoglobine 
betragen von 65 000 bis 1 000 000 g/mol. Sie konnen mit- 

20 tels einer Vielzahl genannter verkniipfender Agenzien her- 
gestellt werden, wie beispielsweise Divinylsulfon, Epichlor- 
hydrin, Butadiendiepoxid, Hexamethylendiisocyanat, den 
Dialdehyden Glyoxal und Glutardialdehyd sowie den Dii- 
midoestern Dimethylsuberimidat, Dimethylmalonimidat 

25 und Dimethyladipimidat 

[0014] Die Patentschrif t DE 24 49 885 betriflt (u. a.) auch 
vemetzte Hamoglobine, die durch Umsetzung nicht-ver- 
netzter Hamoglobine mit etlichen Dialdehyden, beispiels- 
weise Malondialdehyd, Succindialdehyd, Glutardialdehyd, 

30 Adipindialdehyd und Suberdialdehyd hergestellt werden 
konnen. 

[0015] Die Patentschrift US 4,857,636 beschreibt die Her- 
stellung verschiedener vernetzter Hamoglobine durch Um- 
setzung von Hamoglobin mit etlichen Dialdehyden und Po- 

35 lyaldehyden, beispielsweise einfachen wie Glutardialdehyd 
und Glyoxal, aber auch mit strukturell komplexeren, die 
durch oxidative Ringoffnung der zyklischen Halbazetal- 
und Halbketalstmkturen der Zuckermolekiile in Monosac- 
chariden und Oligosacchariden sowie Derivaten dieser ent- 

40 stehen. 

[0016] Die Patentschrift US 5,439,882 handelt von ver- 
netzten Hamoglobinen, die durch Umsetzung mit den Dial- 
dehyden o-Adenosin und o-ATP, entstanden durch ringoff- 
nende Oxidation der Ribose in Adenosin und in Adenosin- 

45 uiphosphat, hergestellt sind. Diese vernetzten Hamoglobine 
besitzen Molekulargewichte von 65 000 bis 390 000 g/mol. 
[0017] Die Patentschrift EP 0 201 618 betrifft ein Verfah- 
ren, aus hoch konzentrierten Losungen monomerer Hamo- 
globine extrem hochmolekulare losliche Hamoglobinpoly- 

50 mere, sogenannte Hyperpolymere (Molekulargewicht bis 
15 000 000 g/mol), herzustellen, 

[0018] Die oben beschriebenen Verfahren sind vorstehend 
inkorporiert 

[0019] Bevorzugt werden bifunktionelle Vemetzer zur 
55 Vemetzung der Hamoglobine gewahlt, z. B. Butandiepoxid, 
Divinylsulfon, ein Diisocyanat, insbesondere Hexameuhy- 
lendiisocyanat, Zyklohexyldiisocyanat und 2,5-Bisisocya- 
natobenzolsulfonsaure, ein Di-N-Hydroxysuccinimidyle- 
ster, ein Diimidoester, oder ein Dialdehyd, insbesondere 
60 Glyoxal, der analog reagierende Glykolaldehyd, oder Glu- 
tardialdehyd. Bevorzugt ist Glutardialdehyd. 
[0020] Auf eine solche Weise wie im oben beschriebenen 
Stand der Technik gewonnene, vemetzte, oligomere, poly- 
mere oder hyperpolymere Hamoglobine mit Molekularge- 
65 wichten von etwa 50 000 bis 15 000 000 g/mol und mehr, 
insbesondere von etwa 50 000 bis 10 000 000 g/mol, gelten 
erfindungsgemafi als vemetzte Hamoglobine. 
[0021] Diese konnen direkt fiir die erflndungsgemaBe An- 
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kniipfung von Polyalkylenoxiden eingesetzt werden, wobei 
dann vemetzte und mit Polyalkylenoxid verkniipfte Hamo- 
globine entstehcn. Altemaliv werden die erfindungsgema- 
8en Hamoglobine aus mit Polyalkylenoxid verknupften (un- 
vernetzten) Hamoglobinen durch Umsetzung mit einem 
Vemetzer nach einer bekannten Weise, bespielsweise wie in 
den vorangehend genannten Patentschriften beschrieben, 
hergestellL Die moglichen Vorgehensweisen sind weiter un- 
ten naher ausgefiihrt 

[0022] Ganz besonders bevorzugt erfolgt die \femetzung 
mit Glutardialdehyd, wie z. B. in Potzschke H. und Bamikol 
W. (1992), Biomaterials, Artificial Cells, and Immobiliza- 
tion Biotechnology 20: 287-291, oder wie in den nachfol- 
genden Beispieien beschrieben. 

[0023] Jeweils bezogen auf monomeres Hamoglobin wer- 
den molare Verhaltnisse der verwendetem Vemetzer - ins- 
besondere der bifunktionellen Vernetzter - von 3- bis 60- 
fach, bevorzugt 6- bis 35-fach, eingesetzt. Bezuglich Glutar- 
dialdehyd wird bevorzugt zwischen einem 7- und 10-fachen 
molaren Oberschuss am Glutardialdehyd eingesetzt Che- 
misch nicht stabile Verkniipfungen, insbesondere die Schiff- 
schen Basen, die bei der Reaktion von funktioneilen Aide- 
hydgruppen mit Aminogruppen der Hamoglobine entstehen, 
werden in bekannter Weise reduktiv durch Reaktion mit ge- 
eigneten Reduktionsmitteln, wie z. B. Natriumborhydrid, in 
einem hinreichenden molaren Uberschuss, bezogen jeweils 
auf monomeres Hamoglobin, bevorzugt 2- bis 100-fach, ins- 
besondere bevorzugt 5- bis 20-fach, unter geeigneten be- 
kannten Bedingungen stabilisiert. 

[0024] Kovalente Anknupfungen von Polyalkylenoxiden 
an Proteine, insbesondere auch an (unvernetztes) Hamoglo- 
bin, sind etliche bekannt und in der Literatur beschrieben 
(den Stand der Technik beschreibt umfassend: Harris J. M. 
Hrsg.): Poly (Ethylene Glycol) Chemistry: Biotechnicai and 
Biomedical Applications, Plenum, New York u. a. 1992). 
Bei sehr vielen dieser Verf ahren erfolgt die Anknupfung des 
Polyalkylenoxids iiber eine moiekulare Briicke ("spacet"), 
die beispielsweise ein bifunktioneller Verkniipfer schafft 
Streng betrachtet wird in diesen Fallen also ein Verknup- 
fungsprodukt eines Polyalkylenoxids mit einem Verknup- 
fungsreagenz an das Protein geknupfL 
[0025] Zur kovalenten Anknupfung der Polyalkylenoxide 
werden bevorzugt solche Derivate der Polyalkylenoxide 
verwendet, die ein verkniipfendes Agens mit einer funktio- 
neilen Gruppe bereits kovalent gebunden enthalten, welche 
eine direkte chemische Reaktion mit Amino-, Alkohol-, 
oder Sulfhydryl-Gruppen der Hamoglobine unter Bildung 
kovalenter Anknupfungen der Polyalkylenoxide ergeben - 
beispielsweise Polyalkylenoxide mit reaktiven N-Hydroxy- 
succinimidylester-, Epoxid- (Glycidylether-), Aldehyd-, 
Isocyanat-, Vinylsulfon-, Jodazetamid-, Imidazolylformat-, 
Tresylatgruppen, u. a. Viele solche monofunktionell akti- 
vierte Polyethylenglykole sind kommerziell erhaltlich, z. B. 
die genannten, und zwar mit Moiekulargewichten zwischen 
etwa 500 und 5000 g/mol. 

[0026] Bevorzugt werden erfindungsgemaB Derivate ei- 
nes Polyalkylenoxids, insbesondere ausgewahlt aus Poly- 
ethylenoxid, Polypropylenoxid oder Kopoiymeren hiervon, 
eingesetzt. Besonders bevorzugt sind Verknupfungspro- 
dukte des Polyalkylenoxids, insbesondere der genannten, 
mit einem eine terminale Hydroxygruppe maskierenden 
Molekul, insbesondere einem Ether, Ester, Esteramid mit 
kurzkettigen (Q-C5) aliphatischen organischen Rest einge- 
setzt. Altemativ konnen nicht-aktive Polyalkylenoxide in je- 
der weiteren geeigneten Weise zunachst chemisch aktiviert 
oder, eventuell nach einer zusatzlich notwendigen Derivati- 
sierung, durch chemische Verknupfungsagenzien mit dcm 
Hamoglobin verknupft werden, beispielsweise mittels che- 
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mischer Reaktion mit Bromcyan, einem Kartxxiiirnid wie 
beispielsweise l-Emyl-3-(3-Dimemylaminopropyl)karbo- 
diimid oder N,N-Dizyklohexylkarbom*imid, Cyanurchlorid 
(mit diesem aktivierte Polyethylenglykole, 4,6-Dichlor-s- 

5 triazin-Polyethyienglykole, sind ebenfalls kommerziell er- 
haltlich), oder anderen, bekannten Verknupfungsagenzien 
wie beispielsweise 2,2'-Dicblorbenzidin, p^'-Difluor-m^n- 
dinitrodiphenylsulfon, 2,4-Dichlomitrobenzol und weiteren 
(Oberblick in: Harris J. M (Hrsg.): Poly (Ethylene Glycol) 

to Chemistry: Biotechnicai and Biomedical Applications, Ple- 
num, New York u. a. 1992). 

[0027] Als Polyalkylenoxide eignen sich besonders Poly- 
ethylenoxide (Polyethylenglykole), PoLypropylenoxide (Po- 
lypropylenglykole), sowie Kopolymere (Mischpolymere) 

15 aus Ethylenoxid und Propylenoxid, insbesondere, wie er- 
wahnt, gewisse Derivate dieser, wie eine Hydroxygruppe 
maskierende Verbindungen, beispielsweise (Mono-)Ether 
mit einem kurzkettigen Alkohol, vorzugsweise mit 1 bis 5 
Kohlenstoffatomen, wie Monomethylether, Monoethylet- 

20 her, Monopropylether, u. s. w., (Mono-)Ester mit kurzketti- 
gen Karbonsauren, vorzugsweise mit 1 bis 5 Kohlenstoff- 
atomen, wie Monomethylester, Monomethylester, Mono- 
propylester, u. s. w. und Dehydratisierungsprodukte mit ei- 
nem aliphatischen Amin mit 1 bis 5 Kohlenstoffatomen, wie 

25 Monomethylamin, Monoethylamin, Monopropylamin, 
u. s. w. mit dem oben angegebenen. Besonders bevorzugt 
sind Polyethylenglykole und deren genannte Derivate. Das 
Molekulargewicht der verwendeten Polyalkylenoxide be- 
tragt bevorzugt zwischen 200 und 5000 g/mol, insbesondere 

30 zwischen 500 und 2000 g/mol 

[0028] Diese werden vorzugsweise in einer Menge von 1 
bis 40, insbesondere 4 bis 15 mol pro Mol Hamoglobin ein- 
gesetzt. 

[0029] Wie bereits erwahnt ist die Anbindung von Polyal- 

35 kylenoxiden an Proteine (z. B.: Patent US 4,179,337 (1979): 
"Non-immunogenic Polypeptides"), speziell auch an Hamo- 
globine, namentlich auch an kunstliche Sauerstofftrager auf 
der Basis modifizierter Hamoglobine, bekannt (Patentschrif- 
ten US 5,478,805 (1995): "Fractionation of Polyalkylene 

40 Oxide-Conjugated Hemoglobin Solution", US 5,386,014 
(1995): "Chemically Modified Hemoglobin as an Effective, 
Stable, Non-immunogenic Red Blood Cell Substitute", EP- 
A 0206 448 (1986): "Hemoglobin Combined with a Poly 
(Alkylene Oxide)", EP-A0067 029 (1982): "Oxygen Car- 

45 rier"). Der Inhalt dieser Schriften ist daher vorliegend inkor- 
poriert. Die Anknupfung von Polyalkylenoxiden an kunstli- 
che Sauerstofftrager auf der Basis modifizierter Hamoglo- 
bine wurde nach der bekannten Literatur allerdings nie an 
einem vemetzten Hamoglobin vorgenommen, und diente 

50 immer dem Erreichen ganzlich anders gearteter Ziele, bei- 
spielsweise einer Verlangerung der intravasalen Verweil- 
dauer, oder auch zur Verminderung der immunogenen Po- 
tenz der kiinstlichen Sauerstofftrager. 
[0030] Die Durchfiihrung der erfindungsgemaBen An- 

55 kniipfungen ist analog wie oben beschrieben und richtet sich 
nach den Erfordernissen der gewahlten chemischen Reak- 
tionen: Native und modifizierte, monomere und vernetzte 
Hamoglobine sind Polyelektrolyte und befinden sich des- 
halb zur Reaktion mit aktiven Polyalkylenoxiden oder zur 

60 verknupfenden Umsetzung mit Polyalkylenoxiden mittels 
Aktivatoren oder Verknupfungsagenzien in wassrigen Elek- 
trolyten mit Ionenkonzentrationen bis 300mmol/L, vor- 
zugsweise zwischen 50 und 170 mmol/L. Die Temperaturen 
wahrend der Reaktionen betragen zwischen 2 und 65°C, be- 

65 vorzugt zwischen 3 und 30°C, die Protonenaktivitat in den 
Losungen, ausgedriickt als pH-Werte, zwischen 5 und 11, 
bevorzugt zwischen 6,0 und 10,5 und die Reaktionszeiten, je 
nach der gewahlten speziellen Reaktion zur Anknupfung der 
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jeweiligen Polyalkylenoxide an die entspiechenden Hamo- 
globine, auch in Abhangigkeit von Temperatur, pH-Wert, 
Ionenkonzentration usw., zwischen wenigen Minuten und 
bis zu 24 Stunden, bevorzugl weniger als 5 Stunden und 
ganz bevorzugt weniger als 2 Stunden. 5 
[0031] Das noch nicht veraetzte Hamoglobin oder das 
vemetzte Hamoglobin konnen somit mit Hilfe der bekann- 
ten Methoden mit Polyalkylenoxid verknupft werden, wie 
oben beschxieben, beispielsweise durch direkte Kombina- 
tion mit Hilfe eines Kondensationsmittels, wie Bromcyan, 10 
oder mit Hilfe eines Veraetzungsreagenz, wie beispiels- 
weise Cyanurchlorid (vgl. DE-OS 30 26 398), oder durch 
Reaktion mit einem aktivierten Polyalkylenoxid, beispiels- 
weise einem N-Hydroxysucciriimidylester eines Polyalky- 
lenoxidderivates. Auf diese Weise werden rnindestens 1, 15 
insbesondere 1 bis 40 und vorzugs weise 4 bis 15 Molekiile 
des erfindungsgemaB verwendeten Polyalkylenoxids je Mo- 
lekiil monomeren Hamoglobins verknupft. 
[0032] Beispielhaft konnen folgende Verfahrcn fiir die 
Ankniipfung der Polyalkylenoxide angewendet werden, wo- 20 
bei deren strukturelle Integritat erhalten bleibt: 

(1) (Nicht aktiviertes) Polyethylenglykol wird mit der 
2- bis 5-f achen molaren Menge, vorzugsweise der 3-fa- 
chen molaren Menge an Bromcyan bei einem pH-Wert 25 
von 9 bis 10 umgesetzt. Das restliche Bromcyan wird 
durch Gelfiltration, Dialyse etc. aus dem Reaktionsge- 
misch entfemt und das Produkt wird dann mit einer er- 
forderlichen, z. B. 0,1- bis 0,002-fachen, vorzugsweise 
der 0,02- bis 0,01-fachen molaren Menge an Hamogio- 30 
bin bei pH 7 bis 9, vorzugsweise 7,5 bis 8, in wassriger 
Losung umgesetzt (vgl. DE-OS 30 26 398); 

(2) Polyethylenglykol wird in Benzol gegeben, wel- 
ches eine uberschussige Menge an Natriumkarbonat 
enthalt, und dann mit der 2- bis 5-fachen molaren 35 
Menge, vorzugsweise der 3- bis 4-fachen molaren 
Menge an Cyanursaurechlorid umgesetzt Das Reakti- 
onsprodukt, Polyethylglykol-4,6-dichlor-s-triazin, 
wird abgetrennt und mit der gewiinschten Menge, z. B. 

1 bis 0,002 mol, vorzugsweise 0,1 bis 0,01 mol, bezo- 40 
gen auf ein Mol des vorstehend genannten Reaklions- 
produkts, an Hamoglobin in einer Pufferlosung mit ei- 
nem pH-Wert von 8 bis 9,5 umgesetzt (vgl. DE- 
OS 3026 398); 

(3) Aktiviertes Polyalkylenoxid, beispielsweise ein N- 45 
Hydroxysuccinimidylester eines Polyalkylenoxids, 
wird in einem 1- bis 40-fachen molaren tJberschuss be- 
zogen auf monomeres Hamoglobin zu einer wassrigen 
Losung mit einem pH zwischen 7 und 10 eines mit dem 
Polyalkylenoxid zu verknupfenden Hamoglobins gege- 50 
ben und reagieren lassen. 

[0033] Die vorstehend erlauterten Methoden lassen sich 
auch im Fall der anderen erfindungsgemass verwendeten 
Polymeren anwenden. 55 
[0034] Die chemische Anbindung der Polyalkylenoxide 
an die kunstlichen Sauerstofftrager aus vemetzten Hamo- 
globinen kann im Verlauf der Herstellung der erfindungsge- 
mafien Hamoglobin-Derivate zu drei Zeiten erfolgen: 

60 

i) Im ersten Fall wird das Polyalkylenoxid-Derivat an 
die hochreinen, nativen oder modirlzierten Hamoglo- 
bine (Hamoglobin-Monomere) gebunden, im An- 
schluss daran erfolgt dann die Vernetzung der Hamo- 
globine mit einem insbesondere bifunktionellen Ver- 65 
netzer. 

ii) Im zweiten Fall werden Polyalkylenoxid-Derivate 
an das bereits synthetisierte vemetzte Hamoglobin an- 
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gekoppelt, d. h. im Anschluss an die Umsetzung der 
hochreinen, nativen oder mit Effektoren modifizierten 
Hamoglobin-Monomere mit einem bifunktionellen 
Vemetzer. 

iii) Im dritten Fall schlieBlich kann eine kovalente An- 
bindung von Polyalkylenoxid-Derivaten sowohl an die 
Hamoglobin-Monomeren vor deren Vernetzung, als 
auch zusatzlich danach, im weiteren Vsrlauf der Her- 
stellung, an das vemetzte Hamoglobin durchgefuhrt 
werden. 

[0035] Das erhaltene erfindungsgemaBe Hamoglobin-De- 
rivat kann auf bekannte, ubliche Weisen gereinigt werden, 
z. B. durch Zentrifugation, Klarfiltration, Ultrafiltration oder 
eine praparative Chromatographic, z. B. Volumenaus- 
schlusschromatographie beispielsweise an Sephadex G-25 
Gel oder wie in den obengenannten Druckschriften, oder 
EP-A0 854 151, EP-A95 107 280 oder in Curling J. M.: 
Methods of Plasma Protein Fractionation, Academic Press, 
London, 1980, beschrieben. 

[0036] Vorzugsweise wird monomeres Hamoglobin, be- 
vorzugt im desoxygenierten Zustand, in einem wassrigen 
Elektrolyten (der z. B. NaHC03 oder NaCl oder Natrium- 
laktat oder mehrere dieser enthalt), zunachst vemctzt, bei- 
spielsweise mit bifunktionellen Vernetzern wie Butandiep- 
oxid, Divinylsulfon, einem Diisocyanat, insbesondere He- 
xamethylendiisocyanat, Zyklohexyldiisocyanat und 2,5-Bi- 
sisocyanatobenzolsulfonsaure, einem Di-N-Hydroxysucci- 
nimidylester, einem Diimidoester, oder einem. Dialdehyd, 
insbesondere Glyoxal, dem analog reagierenden Glykolal- 
dehyd, und ganzbesonders bevorzugt Giutardialdehyd, z. B. 
in einem 3- bis 60-fachen, bevorzugt einem 6- bis 35-fachen 
molaren Uberschuss bezogen auf monomeres Hamoglobin, 
insbesondere einem 7- bis 10-fachen molaren "Oberschuss 
im Falle des Giutardialdehyd. t)berschuss-Reaktanden kon- 
nen auf ubliche Weise durch geeinete Zusatze entfemt wer- 
den, z. B. durch Zusatz von Natriumcyanoborhydrid oder 
Natriumborhydrid im Falle der Dialdehyde (wie beispiels- 
weise Giutardialdehyd) z. B. in einem 2- bis 100-fachen, 
insbesondere einem 5- bis 20-fachen molaren "Oberschuss, 
bezogen wiederum auf das monomere Hamoglobin. 
[0037] Das erhaltene vemetzte Hamoglobin in Losung 
kann sodann direkt mit einem der oben genannten Polyalky- 
lenoxide, beispielsweise einem Polyethylenglykol, einem 
Polypropylenglykol, oder einem Kopolymerisat aus Ethy- 
lenoxid und Propylenoxid oder einem der obengenannten 
Derivate hiervon, insbesondere einem aktivierten Polyethy- 
lenglykol wie Memoxy-Polyethylenglykol-N-Hydroxysuc- 
cinimidylpropionat (mPEG-SPA), wie beschrieben ver- 
kniipft werden. Dazu wird das Polyalkylenoxid im "Ober- 
schuss, z. B. im 1- bis 40-fachen, insbesondere vorzugs- 
weise im 4- bis 1 5-fachen molaren Verhaltnis bezogen auf 
monomeres Hamoglobin, eingesetzt. Der verbleibende 
Uberschuss kann auf bekannte Weise wieder entfemt oder 
inaktiviert werden, z. B. durch Umsetzung mit uberschiissi- 
gem Lysin. Die Polyalkylenoxide haben eine molare Masse 
von 200 bis 5 000, insbesondere 500 bis 2 000 g/mol. 
[0038] Die so erhaltene Losung kann dann auf geeignete 
bekannte Weise, z. B. chromatographisch (z. B. durch pra- 
parative Voiumenausschluss-Chromatographie) durch Zen- 
trifugation, (Klar-) Filtration oder Ultrafiltration, oder durch 
Fallung, z.B. mit Polyethylenoxid, gereinigt und nachfol- 
gend zu einer pharmazeutischen Zubereitung weiterverar- 
beitet werden. 

[0039] Altemativ kann auch zunachst die kovalente An- 
kniipfung des Polyalkylenoxids wie geschildert und erst an- 
schlieBend die Vernetzung wie beschrieben erfolgen. 
SchlieBlich kann eine kovalente Ankniipfung eines Polyal- 
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kylenoxids auch sowohl zunachst vor der \femetzung, als 
auch zusatzlich nach der Vemetzimg erfolgen. Auf- und 
Weiterverarbeitung konnen auch bei diesen Altemativen un- 
verandert wie beschrieben durchgefuhrt werden. 
[0040] Die Elektroiytkonzentration und damn auch der 5 
pH-Wert kann jeweils entsprechend den erforderlichen Be- 
dingungen wie beschrieben auf bekannte Weise eingestellt 
werden. 

[0041] Auf diese Weise wird als Produkt ein vemetztes 
und mit Polyalkylenoxid verkniipftes Hamoglobin erhalten, 10 
welches rnit Plasma auch unter extremen physioiogischen 
Bedingungen insbesondere des pH-Wertes uberraschender- 
weise vollig vertraglich ist Die Vertraglichkeit ist dabei un- 
abhangig von der Art und dem Molekulargewicht des Ha- 
moglobins, vom verwendeten Vemetzer, Effektoren oder der 15 
Art des eingesetzten Polyalkylenoxids. 
[0042] Dies konnte im Hinblick auf den Stand der Technik 
nicht erwartet werden, da dort sowohl durch kovalente An- 
kniipfung von Polyalkylenoxiden als auch durch Vernetzung 
in vivo lediglich eine verbesserte Verweilzeit bzw. eine ge- 20 
ringere Immunogenitat, jedoch Keine Plasmavertraglich- 
keit, erzielt wurde. 

[0043] Die iiberraschenden Vorteile des erfindungsgema- 
Ben Hamogiobin-Derivates lassen sich wie folgt zusammen- 
fassen: 25 

1. Kovalent an vemetztes Hamoglobin angeknupftes 
Polyalkylenoxid ergibt mit Plasma vertragliche kunst- 
liche Sauerstofftrager. Die Plasmavertraglichkeit dieser 
vemetzten Hamoglobine ist dabei nicht vom vcrwende- 30 
ten Hamoglobin, von der MolekiilgroBe der vemetzten 
Hamoglobine, oder vom Vemetzer abhangig. 

2. Durch die Anbindung der Polyalkylenoxide an die 
vemetzten Hamoglobine wird auch unter ungunstigen 
pH-Wert-Bedingungen sicher gestellt, daB im Organis- 35 
mus nicht mit Wechselwirkungen zwischen Plasmapro- 
teinen und vemetzten Hamoglobinen gerechnet werden 
muB, die zu Fallungen der vemetzten Hamoglobine 
oder von Plasmaproteinen fuhren. 

3. Die Modifikation vemetzten Hamoglobins mit Po- 40 
lyalkylenoxid erlaubt die intravasale Anwendung von 
vemetzten Hamoglobinen hoher Multimerisations- 
grade (Hamoglobin-Polymere) - ohne eine solche An- 
bindung ware nur eine Applikation von Oligomeren 
moglich, um Fallungserscheinungen oder anderweitige 45 
Wechselwirkungen beispielsweise mit Proteinen, aber 
auch mit den Blutzellen im Plasma zu vermeiden. Die- 
sen Hamoglobin-Polymeren erschliefien sich damit, 
neben der Anwendung als Substitut verlorenen Blutvo- 
luminens, weitere Anwendungsgebiete aus dem Be- 50 
reich chronischer SauerstofTmangelzustande. Auf 
Grund ihrer hohen molekularen GroBe konnen sie ei- 
nem Patienten als zusatzlicher Sauerstofftrager - als 
ein Sauerstoff transportierendes Additiv - gegeben 
werden. 55 

4. Zudem laBt die Anbindung von Polyalkylenoxiden 
eine erhohte vaskulare Verweildauer, wie auch eine 
verringerte Immunogenitat erwarten. 

[0044] Insofem konnen die erfindungsgemaBen Hamoglo- 60 
bin-Deri vate als solche oder in Form geeigneter, z. B. phar- 
mazeutischer Zubereitungen als kunstliche Sauerstoflflrager 
intravasal als Pharmazeutikum oder fur biomedizinische 
Zwecke, als Ersatz des Blutes zur Behandlung eines Blutvo- 
lumenmangels, als Zusatz zum Blut zur Behandlung patho- 65 
gener Sauerstofrmangelzustande, oder als eine Nahrl&sung, 
im menschlichen oder tierischen Organismus, in Organen 
oder in biotechnischen Anwendungen, verwendet werden. 
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Zur Herstellung der zu verabreichenden Produkte werden 
die erfindungsgemaBen Hamoglobin-Derivate in geeigneten 
Medien, wie Infusionslosungen, beispielsweise in wassriger 
Kochsalz- oder Ghikoselosung, vorzugsweise in dem Blut- 
plasma isotonischen Konzentrationen, gelosL 
[0045] Besonders bevorzugte Ausgestaltungen der Erfin- 
dung werden nachfolgend zunachst anhand eines allgemei- 
nen Herstellungsverfahrens der vemetzten und mit Polyal- 
kylenoxid verknupften Hamoglobine naher erlautert: 

1. Gereinigtes Schweine-, Human- oder Rinderhamo- 
globin mit einer Konzentradon zwischen 10 und 
420 g/L, bevorzugt zwischen 150 und 400 g/L, ist in ei- 
ner wassrigen Natriumhydrogenkarbonat-Losung ge- 
lost, diese besitzt eine Konzentradon zwischen 10 und 
150 mrnol/L, bevorzugt zwischen 40 und 60 mmol/L. 
Durch Uberstr6men mit reinem Stickstofif und Riihren 
dieser Hamoglobinlosung erfolgt bei einer Temperatur 
aus dem Bereich von 2 bis 42°C, bevorzugt zwischen 3 
und 25°C, eine Desoxygeniemng des Hamoglobins. 
Der pH der Losung wird mit Milchsaure oder Natron- 
lauge (einer Konzentradon zwischen 0,1 und 1 moI/L) 
auf einen Wert zwischen 6 und 9, bevorzugt zwischen 
6,5 und 74 titriert 

2. Bei dem so eingestellten pH-Wert erfolgt dann die 
Reakdon des Hamoglobins mit einem bifunktionellen 
Vemetzer, ausgesucht aus Butandiepoxid, Divinylsul- 
fon, einem Diisocyanat, insbesondere Hexamethylen- 
diisocyanat, Zyklohexyldiisocyanat und 2,5-Bisisocya- 
natobenzolsulfonsaure, einem Di-N-Hydroxysuccini- 
midylester, einem Diimidoester, oder einem Dialdehyd, 
insbesondere Glyoxal, dem analog reagierenden Gly- 
kolaldehyd, und ganz besonders bevorzugt Glutardial- 
dehyd. Das molare Verhalmis des Vemetzers zum mo- 
nomeren Hamoglobin betragt zwischen 3 und 60, be- 
vorzugt zwischen 6 und 35. Nach Vernetzung mit ei- 
nem der genannten Dialdehyde werden z. B. die ent- 
standenen Schiffschen Basen mit Natriumborhydrid, in 
einem molaren Verhaltnis zum monomeren Hamoglo- 
bin zwischen 2 und 100, bevorzugt zwischen 5 und 20, 
reduziert. Diese Redukdon erfolgt bei einem pH zwi- 
schen 7,5 und 9, bevorzugt zwischen 7,8 und 8,8; die- 
ser pH-Wert wird, wie oben (Nr. 1) beschrieben, mit 
Natronlauge oder Milchsaure eingestellt 

3. Nach emeuter Einstellung der pH-Werte zwischen 7 
und 9,5 (mit Natronlauge oder Milchsaure) werden die 
vemetzten Hamoglobine mit einem der o. g. Polyalky- 
lenoxid-Derivate verkniipft, das in einem molaren Ver- 
haltnis zum monomeren Hamoglobin von 1 bis 40, be- 
vorzugt zwischen 4 und 15, dem Reaktionsgemisch zu- 
gegeben wird. Die Molekulargewichte der verwende- 
ten Polyalkylenoxide betragen zwischen 200 und 
5000 g/mol, bevorzugt zwischen 500 und 2000 g/mol. 
Die Polyalkylenoxide konnen bereits, wie oben er- 
wahnt, zur Reakdon insbesondere mit Aminogruppen 
der Hamoglobine monofunkdonell akdviert sein, oder, 
wie ebenfalls beschrieben, akdviert oder passiv ange- 
kniipft werden. 

[0046] Die Reaktionsfolge kann alternativ auch, wie be- 
reits beschrieben, geandert werden, und zwar kann mono- 
meres Hamoglobin zunachst mit einem Polyalkylenoxid zur 
Reakdon gebracht werden, und erst danach die Vernetzung, 
oder schlieBlich ist auch eine zweimalige Ankniipfung von 
Polyalkylenoxiden moglich, die Reaktionsfolge ist dann 1 - 
3-2-3. 

[0047] Die Erfindung wird anhand nachfolgender Bei- 
spiele naher erlautert Hierbei zeigen die Fig. 1 bis 6 folgen- 
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des: 

Fig.l 

10048] Eine massen-gewichtete Verteilung der Molekul- 5 
groBen und Molekulargewichte (M) des Glutardialdehyd- 
Schweinehamoglobin-Polymeren aus Beispiel 1, dargestellt 
als Volumenausschluss-Chromatogramni (crhalten mit Se- 
phacryi S-400 HR-Gel, Pharmacia, Freiburg, D). E425 nm ist 
die Extinktion im Chromatographie-Eluat bei 425 nm, V E 10 
das Elutionsvolumen, Vitamin B 12 dient als Referenzsub- 
stanz (innerer Standard). 

Fig. 2 

[0049] Ergebnisse des in vitro- Vertraglichkeitstests einer 
Mischung der Schweinehamoglobin-Polymeren aus Bei- 
spiel 1 mit humanem Plasma (isovolamische Mischung), 
dargestellt als Anderung der relativen Hamoglobinkonzen- 
trationen in Abhangigkeit vom pH-Wert nach Ansauerung 20 
mit Milchsaure • : Schweinehamoglobin-Polymere (ohne 
kovalent angeknupftes Polyalkylenoxid), ■: Schweineha- 
moglobin-Polymere mit kovalent gebundenem PEG- 1000, 
♦: Schweinehamoglobin-Polymere mit kovalent gebunde- 
nem PEG-2000. 25 

Fig. 3 

[0050] Eine massen-gewichtete Verteilung der Molekul- 
groBen und Molekulargewichte (M) des fraktionierten Glu- 30 
tardialdehyd-Humanhamoglobin-Polymeren aus Beispiel 2, 
dargestellt als VolumenausscWuss-Chiomatogramm (erhal- 
ten mit Sephacryl S-400 HR-Gel, Pharmacia, Freiburg). 
E425nm i st die Extinktion im Chromatographie-Eluat bei 
425 nm, Ve das Elutionsvolumen, Vitamin B12 dient als Re- 35 
ferenzsubstanz (innerer Standard). 

Fig. 4 

[0051] Ergebnisse des in vitro- Vertraglichkeitstests einer 40 
Mischung der fraktionierten Humanhamoglobin-Polymeren 
aus Beispiel 2 mit humanem Plasma (isovolamische Mi- 
schung), dargestellt als Anderung der relativen Hamoglo- 
binkonzentrationen in Abhangigkeit vom pH-Wert nach An- 
sauerung mit Milchsaure • : Humanhamoglobin-Polymere 45 
(ohne kovalent angeknupftes Polyalkylenoxid), ■ : Human- 
hamoglobin-Polymere mit kovalent gebundenem PEG- 
1000.. 

Fig. 5 50 

[0052] Eine massen-gewichtete Verteilung der Molekul- 
groBen und Molekulargewichte (M) des fraktionierten Glu- 
tardialdehyd-Rinderhamoglobin-Polymeren aus Beispiel 3, 
dargestellt als Volumenausschluss-Chromatogramm (erhal- 55 
ten mit Sephacryl S-400 HR-Gel, Pharmacia, Freiburg). 
E425nm ist die Extinktion im Chromatographie-Eluat bei 
425 nm, V E das Elutionsvolumen, Vitamin B l2 dient als Re- 
ferenzsubstanz (innerer Standard). 

60 

Fig. 6 

[0053] Ergebnisse des in vitro- Vertraglichkeitstests einer 
Mischung der fraktionierten Rinderhamoglobin-Polymeren 
aus Beispiel 3 mit humanem Plasma (isovolamische Mi- 65 
schung), dargestellt als Anderung der relativen Hamoglo- 
binkonzentrationen in Abhangigkeit vom pH-Wert nach An- 
sauerung mit Milchsaure •: Rinderhamoglobin-Polymere 
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(ohne kovalent angeknupftes Polyalkylenoxid), ■ : Rinder- 
hamoglobin-Polymere mit kovalent gebundenem PEG- 
1000. 

Beispiel 1 

Kovalente Ankniipfung monofunktionellen N-Hydroxy- 
Succinimidylpropionat-Polyethylenglykols (mPEG-SPA) 
mit Molaren Massen von 1000 g/mol (mPEG-SPA-1000) 
und 2000 g/mol (mPEG-SPA-2000) an kovalent vernetztes 
Schweinehamoglobin 

[0054] Die Synthese der vernetzten Schweinehamoglo- 
bine erfolgte (leicht modifiziert) gemaB den \forschriften aus 
Dinkelmann S. ("Preparation und in vitro Charakterisierung 
eines kunstlichen SauerstorRragers auf der Basis von 
Schweinehamoglobin und seine Evaluierung im Kleintier", 
Dissertation, Fachbereich Medizin, Johannes Gutenberg- 
Universitat, Mainz 1997, vgl. auch Potzschke H. et al., Art. 
Cells, Blood Subst and Immob. Biotechn. 25 (1997), 
527-540) und Domack U. ("Entwicklung und in vivo-Eva- 
luation eines kunstlichen Sauerstofftragers auf Basis von 
Rinderhamoglobin", Dissertation, Fachbereich Chemie, Jo- 
hannes Gutenberg-Universitat Mainz 1997): Hochreines, 
konzentriertes, desoxygeniertes Schweinehamoglobin ge- 
lost in einem wassrigen Elektrolyten der Zusammensetzung 
50mmol/L NaHC03 und lOOmmol/L NaCl wurde bei 
Raumtemperatur mit dem 14-fachen molaren Uberschuss an 
Glutardialdehyd umgesetzt Natriumcyanoborhydrid, im 10- 
fachen molaren Oberschuss zum (monomeren) Hamogiobin 
zugesetzt, reduzierte die bei der Vernetzung entstandenen 
Schiffschen Basen und stabilisierte die kovalente Vernet- 
zung. Die erhaltene I.osung der vernetzten Hamoglobine 
wurde in drei Teile (A, B und Q geteilt und unterschiedlich 
weiter verarbeiteL 

[0055] Teil A blieb unverandert, die Bestimmung der Mo- 
lekulargewichtsverteilung (gemaB Potzschke H. et al, 
(1996): "Vernetzte globulare Proteine - eine neue Klasse 
halbsynthetischer polymerer Molekiile: Charakterisierung 
ihrer Struktur in Losung am Beispiel hyperpolymeren Ha- 
moglobins und Myoglobins mittels VolumenausschluB- 
Chromatographie, Viskosimetrie, Osmometrie und Licht- 
streuung", Macromolecular Chemistry and Physics 197, 
1419-1437, sowie Potzschke H. et al. (1996): "Ein neuarti- 
ges Verfahren zur Bestimmung Molarer Massen breit ver- 
teilter Polymerer mit Hilfe der Gel-Chromatographie und 
der Viskosimetrie am Beispiel Hamoglobin-Hyperpolyme- 
rer\ Macromolecular Chemistry and Physics 197, 
3229-3250) unter Anwendung der Volumenausschluss- 
Chromatographie mit dem Gel Sephacryl S-400 HR (Phar- 
macia Biotech, Freiburg, D) ergab fur das vernetzte Schwei- 
nehamoglobin (Abb. 1 zeigt ein Chromatogramm) einen 
Modalwert der Molekulargewichtsverteilung von 520 kg/ 
mol. 

[0056] Die Polymeren des Anteils B wurden mit mono- 
funkuoneU aktivem mPEG-SPA-1000 (Shearwater Poly- 
mers Europe, Enschede, NL) kovalent verknupft: Zunachst 
wurde Natriumhydrogencarbonat als Festsubstanz bis zu ei- 
ner Endkonzentration von 150 mmol/L zur Losung der ver- 
netzten Hamoglobine addiert, anschlieBend erfolgte die 
Zugabe von mPEG-SPA-1000 im 12-fachen molaren Uber- 
schuss (bezogen auf die Hamoglobin-Monomeren) eben- 
falls als Festsubstanz. Nach einer Reaktionszeit von einer 
Stunde wurde Lysin im 60-fachem molaren Uberschuss (be- 
zogen auf Hamogiobin) zugegeben und reagierte mit noch 
aktiven mPEG-SPA-lOOO-Molekulen. 
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TeilC 

Mil der Losung der veraetzten Hamoglobine wurde genauso 
verfahren wie fiir Tfeil B beschrieben, jedoch unter Verwen- 
dung von mPEG-SPA-2000 (Shearwater Polymers Europe, 
Enschede, NL). 

[0057] Anschliefiend erfolgte ein Losungsmitleltausch in 
den drei Losungen A, B und C (mil Hilfe einer Ultrafiltra- 
tion, "Ultraminisette 10 kDa\ Pall Gelman Sciences, RoB- 
dorf, D, oder einer Volumenausschluss-Chromatographie 
am Gel "Sephadex G-15 M", Pharmacia Biotech, Freiburg, 
D) zu einer LSsung in einem wassrigen Elektrolyten (StLg) 
der Zusammensetzung: 125 mM NaCl, 4,5 mM KC1 und 
3mMNaN 3 . 

[0058] Die Untersuchung der Plasmavertraglichkeit des 
nicht modifizierten (A), sowie des mit PEG modifizierten 
vernetzten Schweinehamoglobins (B und C) erfolgte mitteis 
eines standardisierten in vitro-Fallungstests (Domack U. 
(1997), s.o.). Die Hamoglobinlosungen wurden mit glei- 
chen Mengen fhsch gewonnenen, steril filtrierten menschli- 
chen Plasmas gemischt und anschliefiend zu jeweils 500 uL 
der Mischung bis zu 20 uL 0,5-molare Milchsaure zugesetzt 
und eingemischt, so dass sich fiir jedes zu untersuchende 
Hamoglobin-Derivat jeweils pH-Werte aus einem Bereich 
zwischen etwa 7,4 bis 6,8 ergaben. Nach einer Inkubation 
von 30 Minuten bei Raumtemperatur und Zentrifugation der 
Proben erfolgte die Bestimmung des Hamoglobingehaltes 
(modifizierte Cyanhamiglobin-Methode nach Drabkin: "H5- 
moglobin-Farbtest MRP 3", Boehrimger Mannheim, D) und 
des zugehorigen pH-Wertes (Blutgasanalysator "ABL 5", 
Radiometer, Willich, D) im Uberstand. 
[0059] In Abb. 2 sind die relativen Hamglobinkonzentra- 
tionen (bezogen auf die Ausgangs-Hamoglobinkonzentra- 
tion vor Milchsaurezugabe) in Abhangigkeil vom pH-Wert 
der Hamoglobin-Plasma-Mischung dargestellt, Verminde- 
rungen ergeben sich durch Ausfallung nicht vertraglicher 
Anteile. Fiir pH-Werte kleiner 7,0 wurden bei der Probe A 
(nicht modifiziertes Schweinehamoglobin-Polymer) rote 
Fallungen beobachtet, die sich als Abnahme der Hamoglo- 
binkonzentration darstellen. Fiir dieses vemetzte Schweine- 
bamoglobin ist im pH-Intervall von 7,4 bis 6,8 auch in vivo 
mit solchen Unvertraglichkeiten zu rechnen. Dagegen wa- 
ren bei den mit PEG modifizierten vernetzten Hamoglo- 
binen B und C keine Fallungen im physiologisch interessan- 
ten Bereich zwischen den pH-Werten 7,4 und 6,8 und dar- 
uber hinaus noch bis 5,5 zu beobachten, der Hamoglobinge- 
halt nahm nicht ab. 

[0060] Im physiologisch und pathophysiologisch interes- 
santen pH-Bereich von 7,4 bis 6,8 konnte somit durch das 
kovalente Anbinden sowohl von PEG- 1000 als auch von 
PEG-2000 an vemetzte Schweinehamoglobine ein wirksa- 
mer Schutz dieser, als auch der Plasmaproteine vor durch 
Wechselwirkungen verursachten Fallungen erreicht werden. 

Beispiel 2 

Kovalentes Anknupfen von mPEG-SPA-1000 (N-Hydroxy- 
Succinimidylpropionat-Polyethylenglykol mit einer Mola- 
ren Masse von 1000 g/mol) an vernetztes Humarihamoglo- 
bin 

[0061] Die Synthese des mit Glutardialdehyd vernetzten 
Humanhamoglobins erfolgte wie in Beipiel 1, jedoch unter 
Verwendung von hochreinem, konzentrierten Humanhamo- 
globin und Einsatz des 16-fachen molaren "Qberschusses des 
Vernetzers. Polymcre wurden durch Fraktionieren der Lo- 
sung der Vernetzungsprodukte mit Hilfe einer praparativen 
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Volumenausschluss-Chromatographie (gemafi EP- 
A 95 10 72 80.0: "Verfahren zur Herstellung molekular-ein- 
heitlicher hyperpolymerer Hamoglobine" mit Sephacryl S- 
300 HR-Gel, Pharmacia Biotech, Freiburg, D) gewonnen 
5 (hier als die zuerst eiuierten 57 Massen-% des vernetzten 
Hamoglobins). 

[0062] Die vernetzten Hamoglobine wurden in zwei Ifeile 
A und B aufgeteilt. Das Hamoglobin A (verglciche Abb. 3) 
envies sich als iiberwiegend polymeres Hamoglobin mit ei- 

io nem Modalwert der Molekulargewichtsverteilung von 
950 kg/mol (vergleiche Beispiel 1). Kovalentes Anbinden 
von monofunktionell aktivem mPEG-SPA-1000 erfolgte 
analog der in Beispiel 1 fur vernetztes Schweinehamoglobin 
beschriebenen Vorgehensweise: Nach der Addition von Na- 

15 triumhydrogenkarbonat (bis zu 150 mM) zur Losung der 
Polymeren konnte ein 12-facher molarer Uberschuss 
mPEG- SPA- 1000 mit den Hamoglobin-Monomeren reagie- 
ren. Im Anschlufi an eine Reaktionszeit von einer Stunde 
wurde Lysin im 60-fachen molaren t)berschuss zum, rt Ab- 

20 fangen" noch aktiver Molekiile des mPEG-SPA-1000 zuge- 
geben. Als Vorbereitung zum in- vitro Biokompatibilitatstest 
folgte das Umwaschen (Losungsmitteltausch) der Losungen 
A und B in den wassrigen Elektrolyten "StLg" (ganz analog 
wie im Beispiel 1 beschrieben). 

25 [0063] Der Fallungstest - die Ergebnisse sind in Abb. 4 
dargestellt - ergab fur die veraetzten Hamoglobine A im ge- 
samten untersuchten pH-Intervall von 7,9 bis 5,1 rote Fal- 
lungen. So fielen beispielsweise im Falle der Simulation ei- 
ner. Azidose mit einem pH-Wert von 6,8 ca. 8%. der Hamo- 

30 globinpolymeren aus. Bei einem pH von 5,7 wird ein Maxi- 
mum der Fallungen erreicht. Allein die Modifikation mit 
mPEG-1000 verhindert das Auftreten von Hamoglobin-Pra- 
zipitaten bis weit in den sauren Bereich, bis zu einem pH 
von 5,7. 

35 

Beispiel 3 

Kovalentes Anknupfen von mPEG-SPA-1000 an vernetztes 
Rinderhamoglobin 

40 

[0064] Die Herstellung der vernetzten Rinderhamoglo- 
bine erfolgte durch Vernetzen von hochreinem, konzentrier- 
ten Rinderhamoglobin mit einem 14-fachen molaren Uber- 
schuss Glutardialdehyd gemaB Beispiel 1, eine molekulare 

45 Fraktionierung der Syntheseprodukte, das Anbinden von 
mPEG-SPA-1000 und die praparative Vorbereitung zur in 
vitro-Fallungstitration gemSB Beispiel 2. Eine Molekularge- 
wichtsverteilung des nicht modifizierten Hamoglobin-Poly- 
meren zeigt Abb. 5, namlich ein Eluogramm einer Volu- 

50 menausschluss-Chromatographie (am Gel "Sephacryl S-400 
HR", Pharmacia Biotech, Freiburg, D), der Modalwert der 
Molekulargewichtsverteilung betragt hier 810 kg/mol. 
[0065] Im in vitro - Fallungstest (die Ergebnisse zeigt 
Abb. 6) wurden fur das fraktionierte, nicht modifizierte Rin- 

55 derhamoglobin-Polymer im pH-Intervall von 7,9 bis 5,3 HS- 
moglobinpolymer-Fallungen beobachtet. Die ProbengefaBe 
der mit PEG modifizierten fraktionierten Rinderhamoglo- 
bin-Polymeren mit pH-Werten zwischen 8,0 und 6, 7 ent- 
hielten dagegen nach Zentrifugation keine Zentrifugate. 

60 [0066] Durch das kovalente Anknupfen von PEG- 1000 
wird die Plasmavertraglichkeit des vernetzten Rinderhamo- 
globins so erhoht, dass eine parenterale Verabreichung mbg- 
lich ist, da mit Ausfallungen in vivo nicht gerechnet werden 
muss. 

65 

Patentanspruche 
1. Mit menschlichem und tierischem Plasma vertragli- 
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ches Hamoglobin-Derivat, dadurch gekennzeichnet, 
dass das Hamoglobin raittels eines Vernetzers fur Pro- 
Leinc vemetzt sowie mil Polalkylenoxid kovalent ver- 
kniipft ist 

2. Mit Plasma vertragliches Hamoglobin-Derivat ge- 5 
maB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Hamoglobin menschlichen Ursprungs, vom Rind oder 
vom Schwein isL 

3. Mit Plasma vertragliches Hamoglobin-Derivat ge- 
maB einem der Anspriiche 1 oder 2, dadurch gekenn- io 
zeichnet, dass an das Hamoglobin ein Derivat eines Po- 
lyalkylenoxids, ausgewahlt aus Polyethylenoxid, Poly- 
propylenoxid, oder Kopolymere aus Ethylenoxid und 
Propylenoxid, gekniipft ist 

4. Mit Plasma vertragliches Hamoglobin-Derivat ge- 15 
maB einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das Derivat des Polyalkylenoxids ein 
Verknupfungsprodukt eines Polyalkylenoxids mit ei- 
nem Molekul ist, das eine reagible Hydroxylgruppe an 
einem strukturellen Ende des Polyalkylenoxids mas- 20 
kiert. 

5. Mit Plasma vertragliches Hamoglobin-Derivat ge- 
maB Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass das Po- 
lyalkylenoxid-Derivat ein Ether, ein Ester, oder ein 
Esteramid mit einem kurzkettigen aliphatischen orga- 25 
nische Rest ist. 

6. Mit Plasma vertragliches vernetztes Hamoglobin- 
Derivat gemaB einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch 
gekennzeichnet, dass das kovalent angekniipfte Polyal- 
kylenoxid eine Molare Masse zwischen 200 und 30 
5000 g/mol, vorzugsweise zwischen 500 und 
2000 g/niol besitzt 

7. Hamoglobin-Derivat nach Anspruch 5, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Anzahl der angekniipften Poly- 
alkylenoxide zwischen 1 und 40 Molekiile Polyalky- 35 
lenoxid pro Molekul des Hamoglobinmonomeren be- 
tragt. 

8. Hamoglobin-Derivat nach Anspruch 5, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Anzahl der angekniipften Poly- 
alky lenoxide zwischen 4 und 15 Molekiile Polyalky- 40 
lenoxid pro Molekul des Hamoglobinmonomeren be- 
tragt 

9. Hamoglobin-Derivat nach einem der Anspruche 1 
bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass das Hamoglobin 
mittels eines bifunktionellen Vernetzers fur Proteine 45 
vemetzt ist 

10. Hamoglobin-Derivat nach Anspruch 9, dadurch 
gekennzeichnet, dass das Hamoglobin mittels eines bi- 
funktionellen Vernetzers fur Proteine, ausgewahlt aus 
Butandiepoxid, Divinylsulfon, einem Diisocyanat, ins- 50 
besondere Hexamethylendiisocyanat, Zyklohexyldii- 
socyanat und 2,5-Bisisocyanatobenzolsulfonsaure, ei- 
nem Di-N-Hydroxysuccinimidylester, einem Diimi- 
doester, oder einem Dialdehyd, insbesondere Glyoxal, 
dem analog reagierenden Glykolaldehyd, oder Glutar- 55 
dialdehyd vemetzt ist. 

11. Hamoglobin-Derivat nach Anspruch 10, dadurch 
gekennzeichnet, dass das Hamoglobin mittels Glutar- 
dialdehyd vemetzt ist. 

12. Hamoglobin-Derivat nach einem der Anspruche 1 60 
bis 1 1, dadurch gekennzeichnet, dass das vernetzte Ha- 
moglobin Molekulargewichte von 50 000 bis 

10 000 000 g/mol aufweist. 

13. Verfahren zur Herstellung von Hamoglobin-Deri- 
vaten als kiinstliche Sauerstofftrager, die mit menschli- 65 
chem/tierischem Blutplasma vertraglich sind, dadurch 
gekennzeichnet, dass das Hamoglobin sowohl vemetzt, 
als auch Polyalkylenoxid kovalent angekniipft wird. 
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14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass entweder 

i) zunachst an Hamoglobin Polyalkylenoxid ko- 
valent angekniipft und dieses mit Polyalkylenoxid 
verkniipfte Hamoglobin dann vemetzt wird, oder 

ii) zunachst das Hamoglobin vemetzt und dann 
an das vernetzte Hamoglobin kovalent Polyalky- 
lenoxid angekniipft wird, oder 

iii) zunachst an Hamoglobin Polyalkylenoxid ko- 
valent angekniipft, dieses mit Polyalkylenoxid 
verkniipfte Hamoglobin dann vemetzt und an die- 
ses mit Polyalkylenoxid verkniipfte und vernetzte 
Hamoglobine emeut Polyalkylenoxid kovalent 
angekniipft wird. 

15. Verfahren nach einem der Anspruche 13 oder 14, 
dadurch gekennzeichnet, dass Hamoglobine vom Men- 
schen, Rind oder Schwein eingesetzt werden. 

16. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das Hamoglobin vom Schwein stammL 

17. Verfahren nach einem der Anspruche 13 bis 16, 
dadurch gekennzeichnet, dass Hamoglobin in einer 
wassrigen ElektrolydSsung sowohl mit einem 3- bis 
60-fachen molaren l)berschuss, bezogen auf monome- 
res Hamoglobin, eines bifunktionellen Vernetzers fur 
Proteine vemetzt, als auch mit einem 1- bis 40-fachen 
molaren Uberschuss, bezogen auf monomers Hamo- 
globin, eines Polyalkylenoxids kovalent verkniipft 
wird und anschlieBend der Uberschuss an Reaktanden 
entfemt und das Produkt gereinigt wird. 

18. Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass der bifunktionelle Vemetzer fur Proteine 
aus Butandiepoxid, Divinylsulfon, einem Diisocyanat, 
insbesondere Hexamethylendiisocyanat, Zyklohexyl- 
diisocyanat und 2,5-Bisisocyanatobenzolsulfonsaure, 
einem Di-N-Hydroxysuccinimidylester, einem Diimi- 
doester, oder einem Dialdehyd, insbesondere Glyoxal, 
dem analog reagierenden Glykolaldehyd und Glutar- 
dialdehyd ausgewahlt ist. 

19. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass der bifunktionelle Vemetzer fiir Proteine 
Glutardialdehyd isL 

20. Verfahren nach einem der Anspruche 13 bis 19, 
dadurch gekennzeichnet, dass als Polyalkylenoxid ein 
Derivat eines Polyethylenoxids, Polypropylenoxids, 
oder Kopolymeren aus Ethylenoxid und Propylenoxid 
eingesetzt wird. 

21. Verfahren nach einem der Anspruche 13 bis 20, 
dadurch gekennzeichnet, dass die verwendeten Polyal- 
kylenoxide eine Molare Masse zwischen 200 und 
5000 g/mol, vorzugsweise zwischen 500 und 
2000 g/mol besitzen. 

22. Verfahren nach einem der Anspruche 13 bis 21, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Anzahl der pro Ha- 
moglobin-Monomer der vernetzten Hamoglobine zur 
kovalenten Anknupfung zugegebenen Polyalkylen- 
oxidmolekule zwischen 1 und 40, vorzugsweise zwi- 
schen 4 und 15 betragt 

23. Verwendung eines mit Plasma vertraglichen ver- 
netzten Hamoglobins gemaB einem der Anspruche 1 
bis 12 oder hergestellt gemaB einem der Anspruche 13 
bis 22 zur Herstellung eines Mittels zur intravasalen 
oder biomedizinischen Anwendung als kunstlicher 
Sauerstofftrager. 

24. Verwendung gemaB Anspruch 23, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass das Mittel in Form einer pharma- 
zeutischen Zubereitung als ein Ersatz des B lutes, oder 
als ein Zusatz zum Blut oder zu einer Nahrlosung, im 
menschlichen und tierischen Organismus, in einzelnen 
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Organen, oder in biolechnischen Anwendungen ver- 
wendet wird. ' 



Hierzu 6 Seite(n) Zeichnungen 



10 



15 



20 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



60 



65 



- Leerseite - 



ZEICHNUNGEN SEITE 1 



Nummer: 
Int. CI. 7 : 

Offenlegungstag: 



DE 10031 744 A1 
C07K 14/805 

17. Januar 2002 




Figur 1 



101 630/312 



ZEICHNUNGEN SEITE 2 



Nummer: 
Int CI. 7 : 

Offenlegungstag: 



OE 10031 744 A1 
C07K 14/805 

17. Januar 2002 



120n 



100 



80- 



^ 60 H 
o 40 



20- 




5,0 5,5 6,0 6,5 7,0 7,5 8,0 

pH [1] 



Fiaur 2: 



101 630/312 



2EICHNUNGEN SEITE 3 



Nummer: 
Int. CI. 7 : 

Offenlegungstag: 



DE 10031 744 A1 
C07K 14/805 

17. Januar 2002 




101 630/312 



r 

ZEICHNUNGEN SEITE 4 



Nummer: 
Int. CI. 7 : 

Offenlegungstag: 



DE10031 744 A1 
C07K 14/805 

17. Januar2002 




Figur4: 



101 630/312 



ZEICHNUNGEN SEITE 5 



Nummer: 
Int. CI. 7 : 

Offenlegungstag: 



DE 10031 744 A1 
C07K 14/B05 

17. Januar2002 



5 anBxj 




101 630/312 



ZEICHNUNGEN SEITE 6 



Nummer: 
Int. CI. 7 : 

Offenlegungstag: 



DE10031 744 A1 
C07K 14/805 

17. Januar 2002 



120-1 




o 40- 



20- 

OH 1 1 — « 1 — ' 1 ■ 1 ' 1 ■ r- 

5,0 5,5 6,0 6,5 7,0 7,5 8,0 

pH [1] 



Figur 6: 



101 630/312 



